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RESUMO

O objetivo deste trabalho é avaliar a formagao éssea através da atividade celular
que ocorre na area de jungdo entre os enxertos autdgeno e alégeno fresco
congelado em coelhos e o leito receptor, e a reabsorgao 6ssea durante o periodo de
reparagao. Foram selecionados 18 coelhos da raga New Zealand, sendo que destes,
3 foram doadores do osso do fémur para preparo do enxerto alégeno fresco
congelado e os outros 15 foram divididos em 3 grupos, sendo o grupo |, os animais
que permaneceram com 0s enxertos por 4 semanas; grupo ll, que permaneceram
com os enxertos por 8 semanas; grupo lll que permaneceram com o0s enxertos por
12 semanas. Cada coelho foi seu proprio doador do enxerto de iliaco, que foi fixado
na base da mandibula esquerda, e o enxerto alégeno fresco congelado na base da
mandibula direita. Neste momento todos os blocos foram medidos com auxilio de
uma sonda periodontal no seu comprimento e largura. Apdés o periodo de cada
grupo, os animais foram sacrificados e realizada a coleta dos materiais. Todos os
blocos foram mensurados no momento da remogao. Os materiais foram enviados
para descalcificagao e preparo das laminas. Através da histologia, foram avaliadas a
atividade celular e a unido dos enxertos com o leito receptor. Macroscopicamente foi
avaliada a quantidade de reabsorgdo do enxerto no periodo de reparagdo. Os
resultados obtidos mostram que o enxerto autdgeno proporcionou maior quantidade
de osteoblastos quando comparado com o enxerto alégeno e os enxertos alégenos

tiveram menor reabsorcdo macroscopica quando comparado com O0s enxertos

autégenos.

Palavras-Chave: Transplante ésseo, Enxerto alégeno; enxerto autdégeno; crista iliaca



ABSTRACT

The aim of this work is to evaluate the bone formation through the cellular
activity that occurs in the junction area between the autogenous and the
allogenous frozen fresh graft in rabbits and the receiving stream bed, and also
the bone resorption during the time of bone repairing. Eighteen rabbits of the
New Zealand breed were selected, whith three of them were donors of the
femur bone in order to prepare the allogenous frozen fresh graft, and the last
fitheen were divided in three groups. The group |, the animals remained with
the grafts for four weeks; the group Il remained with the grafts for eight weeks;
the group Il remained with the grafts for twelve weeks. Each rabbit was its
own donor of the iliac graft, that was fixed on the left mandible base. The
allogenous frozen fresh graft was fixed on the right mandible base. At this
moment, all the grafts were measured with a periodontal probe on its length
and width. After the period of each group, the animals were sacrificed and the
materials collected. All the grafts were measured at the time of the removal.
The materials were sent to the decalcification process in order to prepare the
macroscopic slides.Through the histology, the cellular activity and the bonding
graft at the receptor site were evaluated.The quantity of graft resorption was
macroscopic evaluated during the repairing period. The obtained results
showed that the autogenous graft provided a great amount of osteoblasts
when compared with the allogenous grafts had low macroscopic resorption,

when compared with the autogenous grafts.

Key-words : Bone transplant, Allogenous graft, Autogenous graft, iliac crest

Il
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1. INTRODUGAO

Com o advento da implantodontia, criado pelo Dr. Per-Ingvar
Branemark et al. (1969), a comunidade odontolégica se viu diante da
possibilidade de repor os dentes perdidos. Por meio dos implantes
enddsseos, preferencialmente dos chamados implantes osseointegraveis, as
reabilitagbes orais sofreram até os dias atuais uma evolugdao que em poucas
areas da medicina pode-se observar. Numa velocidade semelhante, houve a
evolugdo da técnica, da tecnologia empregada nas pesquisas e nos
biomateriais.

Com isso, as indicagdes para os implantes osseointegraveis foram
crescendo, e junto com elas, os casos com necessidade de instalacao dos
implantes em areas com pouca quantidade ossea.

Os enxertos autégenos possuem o desconforto de um segundo
acesso cirurgico € no que tange o0s acessos intra-orais, muitas vezes nao
fornecem quantidade Ossea suficiente e os acessos extra-orais aumentam
significativamente a morbidade e o custo do procedimento. Por estes e
outros motivos, diversos materiais vem sendo testados com a finalidade de
promover reparagdo dos defeitos preferenciaimente as custas de
regeneracdo do tecido perdido. Por esta razéo, tecnicas para crescimento
6sseo foram sendo empregadas e pesquisadas ao longo desses anos. Como
exemplo, enxertos Osseos de varias areas doadoras, enxertos autégenos

particulados, enxertos de osso congelado, biomateriais e distragao

osteogénica.



As areas para captagdo dos enxertos autégenos podem ser intra ou
extraorais. Intraorais temos a regido mentoniana, retromolar e tuberosidades
(KHOURY, 1999). Esses enxertos podem ser obtidos sob a forma de
particulados, “pastas” (coletores dsseos) ou em blocos. Para se obter em
forma de blocos, tipo Onlay, as regides que nos déo esta possiblidade s&o a
regidao mentoniana e a regiao retromolar. Os blocos tem como caracteristica
uma formag&o cortico-medular. Os enxertos autdgenos intraorais possuem
caracteristicas bioldgicas excepcionais para enxertia que permite uma menor
reabsorgao pods operatoria (SENDYK et al., 2004)

Varios autores propuseram técnicas de enxertia dssea, objetivando
aumentar o volume 6sseo com a intencao de instalar implantes. (COLLINS et
al., 1995; SUMMERS, 1994; BRANEMARK et al., 1975; BUSER et al., 1996;
BLOCK et al., 1996; JENSEN e SHULMAN, 1998; QUERIDO e LI, 2004).

Uma alternativa aos ossos autégenos, tem sido utilizado o enxerto
alégeno (osso proveniente de um individuo da mesma espécie) fresco e
congelado. Por ser mantido congelado, sem desidratacdo e sem
desmineralizacao, este osso mantém as capacidades de osteocondugao e
osteoinducgdo. Isto ndao ocorre quando um o0sso passa pelo processo de
liofilizacdo, reduzindo assim os potenciais osteoindutores em 50%
(DZIEDZIC-GOCLAWSKA et al., 1991).

O emprego de osso congelado humano vem sendo utilizado nos
ultimos anos pela comunidade cientifica odontologica, como uma alternativa
de reconstrucao éssea com sucesso clinico (Malloy e Hilibrand, 2002; Inclan,

1942: Tomford, 1983; Pelker et al., 1984; Friedlaender, 1987; Laitinen,

Kivikari e Hirn, 2006).



Os meétodos alternativos que utilizam osso fresco congelado vém
representar um suprimento adequado, rapido e com menor morbidade em
reconstrugbes maxilo-mandibulares para reabilitagbes com implantes, em
razao do pouco volume 6sseo das areas doadoras autdégenas intra-orais e a
morbidade pés-operatoria conseqiiente aos enxertos autdogenos extra-orais
como a crista do osso iliaco, por exemplo. Estao disponiveis os bancos de
ossos para fornecer tecidos adquiridos de fontes pdés-mortem, ou de
doadores vivos. Com critérios apropriados de sele¢do do doador e
adequadas técnicas de processamento, esses tecidos podem ser
considerados eficientes e seguros (FRIEDLAENDER, 1987).

Quanto a transmissdo de doencgas infecto-contagiosas, ha uma
preocupagdo em relagdo a utilizagdo de um enxerto Osseo alégeno.
Diferentemente do sangue, sabe-se que o0 0sso apresenta uma incidéncia de
transmissao de doencgas extremamente baixa (BUCK; MALININ; BROWN,
1989). A American Association of Tissue Bank (AATB) criou uma normativa
sobre os procedimentos a serem adotados pelos bancos de tecidos. Com
isso alcangou um protocolo eficaz, com garantia da qualidade dos tecidos a
serem transplantados (AATB, 1992).

Ha uma grande dificuldade de se encontrar na literatura odontologica,
estudos que avaliem a quantidade e qualidade de ganho 6sseo conquistadas
em sitios previamente enxertados, tanto com osso autégeno, como com 0sso
alégeno. Sao poucos os trabalhos na literatura que tratam sobre enxertos
6sseos de bancos de osso fresco e congelado, até por sua pouca

longevidade de utilizagao clinica, até o momento.



2. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho é avaliar clinica e histologicamente a
reabsorgao e a formagao 6ssea nos enxertos do tipo “onlay” provenientes de
osso autdégeno de crista iliaca, comparando-os com osso fresco congelado

em coelhos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 HISTOFISIOLOGIA DO TECIDO OSSEQ

O tecido ¢sseo € o constituinte principal do esqueleto, possuindo
importantes fungbes no organismo, tais como dar sustentacdo ao corpo,
protecao a alguns 6rgaos, servir de reserva de calcio para o restante do
organismo e proporcionar a hematopoiese. O 0sso resiste mais a forca de
compressao do que a de tensdo (TENCATE, 2001). Ele é composto
basicamente por trés tipos de células: osteoblastos, sdo células uninucleadas
que formam a matriz 6ssea e sdo produtores da parte organica da matriz
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004). Ostedcitos, que se situam em cavidades
ou lacunas no interior da matriz, e os osteoclastos, que sao células gigantes,
moveis e multinucleadas que reabsorvem a matriz 6ssea participando da
remodelacdo. Entre as células existe wuma matriz composta
predominantemente por parte organica de proteinas colagenas do tipo I
algumas proteinas nao-colagenas, como as proteinas 0sseas morfogenéticas
ou BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) e uma porgdo inorganica composta
por cristais de hidroxiapatia. Podemos também definir macroscopicamente,
dois tipos basicos de tecido dsseo: o osso cortical ou compacto € 0 0sso
trabeculado ou esponjoso. O osso cortical ou compacto corresponde a um
tecido mais denso, portanto com menor vascularizagdo que o tecido
esponjoso e tem sua vascularizagao proveniente do sistema nutriente
medular e do periésteo sobreposto. O osso esponjoso apresenta-se menos

denso. com mais espagos medulares ou lacunas, onde podemos encontrar



células mesenquimais indiferenciadas com potencial hematopoiético e a
medula ¢ssea formadora das células do sangue (RHINELANDER, 1972).

O tecido Osseo sofre uma remodelacdo constante quanto a sua
composi¢ao, forma e tamanho durante toda a vida do individuo. Todo esse
processo de mudanga inclui algumas fases. A fase inicial ocorre com a
estimulagdo e ativagdo de algumas células como os osteoclastos, que
liberam substéncias (enzimas), que destroem a matriz 6ssea formando
algumas depressoes denominadas de lacunas de Howship. A velocidade com
que este processo ocorre gira em torno de 120 a 180 um (micrémetros) por
dia num individuo adulto. Este processo pode perdurar por duas semanas no
ser humano. Apos este periodo ocorre a fase de laténcia no qual o tecido
o6sseo permanece inerte. Apos isso, ocorre um processo de degradagao dos
osteoclastos que sao substituidos pelos osteoblastos. E neste momento que
da inicio a formacao da matriz 6ssea (ROBERTS et al., 1987).

Goldberg e Stevenson (1987), avaliaram as fases de reparagao entre
enxerto autdégeno comparando com enxerto alégeno, avaliando cinco fases
de cada enxerto. Primeira fase: ocorre a inflamagédo aguda, quando as
células chegam durante as primeiras semanas. Segunda fase: ocorre a
vascularizacao, quando as células provenientes do leito receptor, junto com
nutrientes chegam ao local do enxerto. Terceira fase: ocorre o processo de
inducdo, onde ha formacao de matriz 6ssea através da diferenciagdo das
células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos. Quarta fase: ocorre a
osteocondugéo, onde o enxerto servindo como arcabougo, permite a invasao
de células em seu interior. Este processo, segundo os autores, pode levar

alguns anos para s€ completar. Quinta fase: ocorre a remodelagado do



enxerto 0sseo. Os autores observaram que os enxertos alégenos sofrem um
atraso na fase de osteoindugdo por nao terem as BMPs que estimulam a
diferenciagao celular, podendo haver reagao imunolégica no local. Os autores
ressaltam ainda que dependendo do processo de armazenamento dos
enxertos aldgenos, podem ainda conter pequena quantidade de BMPs,
comparando-se com os enxertos autdgenos.

Marx (1994), observou que dependendo de sua origem e composi¢ao
os enxertos funcionam por mecanismos diferentes. Nos enxertos autégenos
ocorrem a osteogénese, osteoindugcado e osteocondugido. Ja nos enxertos
alégenos, corticais ou esponjosos, possuem propriedades osteocondutoras e
possivelmente osteoindutoras e nao sdo osteogéncios. Os enxertos
aloplasticos sao tipicamente osteocondutores.

Michaud e Drabu (1994), relataram que varias pesquisas tém
mostrado a eficacia e a aplicagao dos enxertos alégenos e que 30% de todas
as artroplastias totais de quadril eletivas realizadas em hospitais britanicos,
necessitaram de substituicdo do osso autégeno por substancial quantidade
de enxerto alégeno.

Brazaitis et al. (1994) relataram um caso clinico de complicagao onde
o paciente sofreu hemorragia retroperitoneal severa levando-o a morte. O
incidente ocorreu apos a cirurgia na regiao da crista iliaca anterior, que seria
a area doadora do enxerto. Os autores concluiram que a utilizagao da crista
iliaca como area doadora podem ocorrer: dor, infecgbes, hematomas,

podendo inclusive ocorrer casos mais raros como fratura, neuropatias e

parestesias.



Marx e Garg (1998) relataram em seu trabalho que proximo de 0,7%
do esqueleto humano ¢ reabsorvido diariamente e reposto por um novo 0sso
saudavel. Este processo é chamado de turnover (remodelagao) e ocorre por
inteiro aproximadamente a cada 142 dias. Com a idade avancada e algumas
doencas metabdlicas, o processo normal de turnover pode ser reduzido.
Resultando entdo um acréscimo na média de idade do osso presente. Os
autores relatam que essa alteragéo pode afetar a instalagao e integracao dos
implantes.

Avaliaram trés diferentes processos associados aos enxertos 6sseos:
Osteogénese, osteoinducéo e osteocondugdo. A osteogénese define-se pela
formagado e desenvolvimento do tecido dsseo, na qual este tecido foi
caracterizado. As células osteogénicas estimulam a formagado de um novo
0sso. A osteoinducao foi definida como um ato de estimular a osteogénese,
onde as células mesenquimais diferenciam-se em osteoblastos e formam
novo osso. Os enxertos osteoindutores podem ser usados para promover e
aprimorar a regeneragao 6ssea. O osso pode apenas crescer, ou até mesmo
se estender para uma nova area. A osteocondugdo necessita de uma matriz
fisica ou de uma estrutura adequada para a deposig¢ao de novo osso pelo seu
interior. Todos os materiais de enxerto 6sseo possuem pelo menos um dos
trés mecanismos de acao. Os trés principais tipos de enxertos sao: autogeno,
alogeno e aloplastico. O mecanismo de como esses materiais funcionam
dependem basicamente da sua origem € composi¢do. O osso autogeno
desenvolve os trés processos na formagdo de um novo 0sso. Os enxertos
alébgenos possuem propriedades osteocondutoras e potencial sugestivo para

osteoindugdo, € nao sao osteogénicos. Os enxertos aloplasticos podem ser



compostos de materiais naturais ou sintéticos e sdo basicamente
osteocondutores.

Cornell e Lane (1998), compararam a reparagao do osso medular com
0 osso cortical. Demostraram que no osso cortical, existe uma fase de
reabsorgcao para abertura de porosidades (as lacunas de Howship) que irao
permitir a invasado de vasos e de células. Nos ossos corticais, a formacgao
Ossea ocorreu de forma mais lenta que nos enxertos medulares. Concluiram
que o processo de osteocondugdo foi extremamente importante para a
formagao dssea.

Stevenson, Einhorn e Lane (1998) avaliaram os conceitos de enxertia
O0ssea frente a um processo de fratura. Avaliaram as propriedades de
osteoindu¢ao que caracteriza a capacidade de estimular a proliferagao e
diferenciacao de células mesenquimais indiferenciadas dos tecidos vizinhos e
estimulacao da formagdo 6ssea. Segundo os autores osteocondugéo € a
capacidade do enxerto permitir a invasdo de vasos e células durante o
processo de reparagdo. Os autores citam que os enxertos autdogenos
possuem rapida vascularizagao e incorporagdo devido a presenca de células
osteoprogenitoras e fatores de crescimento no seu interior. Os enxertos
alogenos nao possuem estas células osteoprogenitoras e nem o0s
componentes protéicos que foram perdidos durante seu processamento.
Portanto, sendo um enxerto osteocondutor apresentando lenta reparagao e
incorporagdo. Concluiram ainda, que o processo de incorporagdo dos
enxertos alégenos ndo apresentam fase de reabsorgao, ndo perdendo assim

sua resisténcia mecanica no periodo de reparagéo. Relatam que um enxerto



pode falhar se apresentar falta de vascularizagao, deficiéncia de estabilidade
e de resisténcia durante a fase de reparacao.

Whitson (2001), relata que o tecido 6sseo consiste em um tecido
conjuntivo especializado, por apresentar uma matriz intercelular mineralizada.
Os osteoblastos sao derivados de células mesenquimais multipotentes e sao
geralmente diferenciados de uma célula precursora, que & o pré-osteoblasto.
Os osteocitos representam os osteoblastos que ficaram aprisionados em
lacunas apos secregdo da matriz dssea e, por uma razao, perderam
gradualmente parte de sua capacidade formadora de matriz e se tornaram
reduzidos em tamanho. Os ostedcitos comunicam-se uns com os outros, e
também com os osteoblastos na superficie do osso, através de projegoes
citoplasmaticas. O numero de osteoblastos que se transformam em
ostedcitos varia de acordo com a velocidade da formagao do osso: quanto
mais rapida a formagao, mais ostedcitos existirdo por unidade de volume.
Uma falha nesse sistema de comunicagédo resulta na morte do osso. Os
osteoclastos sao células multinucleares e sua precursora € uma célula muito
maior. Tem um papel importante, sdo responsaveis pela reabsorgao do tecido
6sseo. Geralmente, as células formadoras de osso originam-se de células
mesenquimais (células-tronco do estroma), e os osteoclastos originam-se de
células hematopoiéticas (células-tronco hematopoiéticas).

O tecido d6sseo tem uma grande capacidade de reparagéo frente a
uma agressao. Segundo Garg (1999), a formagéo de um novo osso pode
ocorrer a partir de trés estagios: a osteogénese, a osteoindugao e a
ondugdo. A osteogénese acontece quando existe uma quantidade

osteoc

suficiente de células (osteoblastos) viaveis com capacidade de formar osso.
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A osteoindugdo representa a capacidade de estimular a atividade

osteoblastica do tecido ¢sseo remanescente, com subseqiiente neoformagao
ossea, mediante a transformacgéao de células mesenquimais indiferenciadas
em osteoblastos. A osteocondugio é a propriedade de conduzir o
crescimento 6sseo a partir do leito dsseo receptor.

O tecido 6sseo é revestido interna e externamente por membranas
conjuntivas  intensamente  vascularizadas e ricas em células
osteoprogenitoras. Sao chamadas de endésteo e peridsteo respectivamente.
Os ossos maduros, compactos ou trabeculados sao constituidos de camadas
ou lamelas microscopicas densamente arranjadas no o0sso compacto.
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004)

Sob o ponto de vista histologico, o tecido 6sseo pode ser classificado
em primario ou imaturo e secundario ou lamelar. Ambos sao idénticos
histologicamente, pois possuem as mesmas células e os mesmos
constituintes da matriz extra-celular. No tecido 6sseo imaturo, as fibras
colagenas estao dispostas irregularmente. Sem orientagao definida, possuem
um menor contetido mineral e maior quantidade de ostedcitos incluidos. Ja
no tecido osseo lamelar, as fibras colagenas se dispbem em camadas
concéntricas em torno dos vasos sanguineos formando os sistemas de
Harvers ou em lamelas que adquirem uma porgéo paralela umas das outras
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

De acordo com Gray e Elves (1982), existem evidéncias suportando
uma teoria de duas fases da osteogénese. De acordo com essa teoria,
primeiras semanas apos a implantagado heterotopica de um

durante as

enxerto 6sseo autdgeno fresco, a principal contribuigdo para a osteogénese
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sao as ceélulas do préoprio enxerto, aonde apds quatro ou cinco semanas,
células derivadas do proprio osso contribuem significativamente para a
formagdo de osso novo. Sendo 60% do endosteo e 30% do periosteo

responsaveis por esta formacgao.

3.2 BIOLOGIA DOS ENXERTOS OSSEOS AUTOGENOS

Diferentes formas de reabilitagao dos defeitos causados no complexo
maxilo-mandibular, seja por tumores ou traumas, foram apresentados por
Branemark et al. (1975). Utilizando placas de osteodsintese feitas de titanio,
reabilitaram 31 pacientes num periodo de sete anos. Utilizaram no estudo,
enxertos autdégenos de tibia e crista iliaca. Dividiu grupos de pacientes, sendo
20 com diagnostico de cancer bucal, 6 com diagnéstico de tumor benigno e 5
com defeitos 6sseos causados por traumas. Os autores concluiram que os
enxertos utilizados nao foram satisfatorios, devido a baixa densidade e
resisténcia mecéanica. Perceberam também que os enxertos cortico-
medulares tiveram melhor resposta em comparagdo com os enxertos
medulares.

Segundo Burchardt e Enneking (1978), a cicatrizagdo 6ssea pode
variar entre os tipos de enxertos autégenos corticais ou esponjosos. Diferente
dos enxertos corticais, os enxertos esponjosos sdo mais rapidamente e
completamente revascularizados; enquanto os enxertos corticais sofrem um
processo de remodelagéo reverso de substituicido. Essa substituicao do osso

esponjoso envolve primeiro uma fase de formagéo 6ssea e depois uma fase
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de reabsorgdo e tendem a ser reparados completamente com o tempo. Os
enxertos corticais permanecem com porgdes de 0sso necrético e porgdes de
0sso viavel. A resisténcia mecanica do enxerto esponjoso e cortical pode ser
correlacionada com seu respectivo processo de regeneragdo: enxerto
esponjoso tende a ser primeiramente fortalecido, enquanto que o cortical é
enfraquecido. Com o tempo os dois tipos de enxerto retornam a resisténcia

mecanica normal.

Os enxertos autégenos podem ser de origem intra-orais ou extra-orais.
Nas areas intra-orais, a regiao de sinfise mentoniana € a mais procurada,
pela grande quantidade de tecido medular, contendo células mesenquimais
indiferenciadas que sao favoraveis a vascularizagdo. Ja nas areas extra-
orais, os sitios comumente utilizados sao a crista iliaca anterior e a tibia, por
apresentarem grandes quantidades de células osteocompetentes (células
indiferenciadas — presentes na medula 6ssea) e osteoblastos para formagéo

da matriz 6ssea (GRAY; ELVES, 1982: MELCHER, 1971).

Ao estudarem a biologia do enxerto ésseo cortical, Goldberg e
Stevenson (1987) relataram que o indice de revascularizagdo da cortical
autégena é significantemente menor do que a esponjosa. Somente ap6s o 6°
dia, o enxerto cortical sera penetrado por vasos sanguineos e dependendo
da medida do enxerto, a completa revascularizagdo pode nao ocorrer em ate
dois meses. O que colabora para o atraso da revascularizagdo do 0sso
cortical é a sua densa estrutura. Apos a agao osteoclastica de reabsorgao na
periferia, se da a penetragado vascular e ocorre a formagao dos canais
Harvesianos. A incorporagdo e o reparo do osso cortical, em contraste ao

esponjoso, ocorrem inicialmente em uma atividade osteoclastica maior do
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que osteoblastica. Em duas semanas se da uma larga reabsorcéo do osso
cortical que aumenta até a sexta semana e depois diminui gradualmente para
um nivel quase normal antes de completar um ano. Entre a sexta semana
ate seis meses do transplante, a reabsorg¢ao do enxerto cortical resulta numa
estrutura mecanicamente fragil. A aposicdo de novo osso inicia-se antes da
terceira semana e segue vagarosamente. Em enxertos corticais autégenos,
40% do osso original permanecem necroticos, oque nao acontece com os

enxertos autdbgenos espon;josos.

Breine e Branemark (1980), utilizaram enxerto autégeno de tibia, junto
com a instalagao de implantes, para tratamento de rebordos alveolares
reabsorvidos em pacientes desdentados. A finalidade dos implantes era para
distribuir as forgas de mastigagdo e ao mesmo tempo permitir uma protegao
aos enxertos. Trataram 18 pacientes utilizando implantes com comprimentos
variaveis entre 7 e 10mm. Somente 25% dos implantes instalados
inicialmente permaneceram integrados. Novos implantes foram instalados e
apresentaram uma taxa de sucesso de 75%. Concluiram que os enxertos
recebidos permitiram a instalagdo de novos outros implantes e os que
permaneceram integrados inicialmente protegeram os enxertos da
reabsorgao.

Existem disponiveis na atualidade diferentes tipos de materiais para
enxertia 6ssea: autdgenos (o individuo é seu préprio doador), alogenos
(provenientes de individuos diferentes e da mesma espécie), xendgenos
(individuos de espécies diferentes) e aloplasticos (materiais sintéticos ou
naturais). Normalmente a origem e a composi¢do dos enxertos, definem

como esses materiais funcionam. O enxerto autdégeno € o unico enxerto que
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utiliza a osteogénese, a osteoindugéo e a osteocondugio para formagao de
um novo osso. Os enxertos alégenos que sdo obtidos de cadaveres, siao
processados em condigoes estéreis e estocados em banco de ossos. Esses
enxertos podem ser corticais ou esponjosos, possuem propriedades
osteocondutoras e possivelmente osteoindutoras, porém, nao sao
osteogénicos. As formas utilizadas sao o seco congelado, o seco congelado
desmineralizado, o fresco congelado e os frescos. Todos os enxertos

aloplasticos sao definidos como enxertos osteocondutores (MARX, 1994).

Quando um enxerto 6sseo autdgeno € instalado, inicia-se uma série
de fenémenos fisioldgicos, com a finalidade de reparagao e incorporagao do
tecido. No primeiro momento o enxerto encontra-se hipéxico e somente apos
o terceiro dia existem novos capilares circundando o enxerto. Apos dez a
quatorze dias, o enxerto estara vascularizado. Com o gradiente de oxigénio
normalizado, inicia-se a secregdo de fatores de crescimento angiogénicos
que irdo estimular o aparecimento do fator de crescimento transformador beta
(TGF-B) que favorece a deposicao de matriz ostedide. Paralelamente, células
mesenquimais indiferenciadas e osteoblastos provenientes do enddsteo do
enxerto também secretam pequena quantidade de matriz ostedide. Os
ostedcitos provenientes do enxerto morrem. Apds um periodo de quatro a
seis semanas, o enxerto estara praticamente todo consolidado, mas ainda se
apresentando como um tecido desorganizado e imaturo (tecido dsseo
primario). Somente apds esse processo, ocorrerd uma remodelagao dos
feixes de fibras colagenas em sistemas entrelagados (sistemas de Havers) e
pela mineralizagdo, o qual ird colaborar para o aumento da resisténcia

mecanica. Os osteoclastos presentes nesta fase degradam a matriz osteodide,
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estimulando a liberagdo de BMPs, que por sua vez, ird estimular a formagao
do tecido ¢sseo. Este ultimo processo corresponde ao ciclo de reabsorgéo e

formagao do osso (MARX e GARG, 1998).

Varios autores tém relatado uma manutengao de volume nos enxertos
de origem membranosa maior se comparando aos de origem endocondral
nos enxertos do tipo onlay (aposicionais). Como nao havia sido evidenciado
cientificamente, Ozaki e Buchman (1998) propuseram-se a estudar os niveis
de reabsor¢ado dos enxertos corticais, de origem membranosa e de origem
endocondral, usando a calvaria de coelhos; e dos enxertos esponjosos,
somente de origem endocondral. A analise de volume mostrou que o 0sso
esponjoso de origem endocondral teve um nivel de reabsorgao
estatisticamente superior comparado-se com o0ssos corticais, tanto os
endocondrais como os membranosos. Nos o0ssos corticais de origem
membranosa e endocondral nao tiveram diferenga significativa nos niveis de
reabsorgao. Portanto, segundo os autores, os estudos previos que mostraram
resultados superiores dos enxertos membranosos sobre os endocondrais,
utilizaram na verdade, enxertos compostos de porgdes corticais e
esponjosas, os quais resultaram em diferengas na arquitetura 6ssea entre os
grupos estudados, demonstrando, por conseqiéncias, uma falta de

padronizagao entre os grupos.

Sempre ocorre uma sobreposicdo de eventos como a osteogénese,
osteoinducdo, e a osteocondugdo quando se trata de enxertos Osseos
autdgenos. Isso permite que uma formagéo 6ssea seja mais rapida, ja que o
enxerto apresenta além de um arcabougo que ira guiar a cicatrizagao 6ssea,

células com potencial para depositar matriz mineral e proteinas, as quais irao
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estimular a diferenciagdo de células mesenquimais indiferenciadas em

osteoblastos (GARG, 1999).

O tamanho da particula do enxerto ésseo autéogeno tem influéncia
sobre o nivel e o tempo de reabsorgao. As particulas menores 0,5 a 2 mm?®
sao reabsorvidas mais rapidamente que as maiores 10 mm?, por possibilitar
o aumento da superficie de contato com os tecidos adjacentes, sofrendo
assim extensa reabsorgao osteoclastica. Isso demonstra um alto nivel de
substituicdo 6ssea, comparado as particulas maiores. Pallesen et al., 2002
afirmam que o novo osso formado com as particulas menores tem um volume
total maior e apresentava mais tecido ésseo maduro, comparado ao novo
osso formado pelas particulas maiores, depois de duas a quatro semanas

pos-enxertia em coelhos.

Smolka et al. (2006), avaliaram em seu trabalho, as mudangas
ocorridas referentes a densidade e ao volume dos enxertos 6sseos obtidos
da calota craniana. Os autores puderam observar nas tomografias
computadorizadas que ocorreu uma redugao do volume da ordem de 16,2%
apos seis meses da enxertia e de 19,2% apos um ano. Notaram tambem que

a densidade 6ssea no periodo de um ano nao se alterou.

3.3 ENXERTOS OSSEOS ALOGENOS FRESCOS CONGELADOS

O enxerto 6sseo humano fresco congelado é classificado como

enxerto alégeno por ser advindo de doadores de mesma espécie.
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Inclan (1942), realizou a primeira tentativa de se armazenar ossos
para uso em cirurgias eletivas. A partir dai, varias técnicas foram propostas,
para conservagao e utilizagdo de enxertos 6sseos visando conservar seu

potencial biologico.

Urist (1965) apresentou um dos primeiros trabalhos referentes ao uso
de enxerto alégeno fresco e congelado. Relatou que os ostedcitos
constituiam maior nimero que qualquer outra forma celular. Estes poderiam
ser responsaveis pela atividade de colagenase, provocando a dissolugao da
matriz extracelular. As células indutoras eram oriundas dos ostedcitos fixos
ou que proviam de células perivasculares de tecido conjuntivo jovem. O autor
considerava o enxerto alégeno como um excelente substituto Osseo.
Acreditava que a matriz morta era invadida por vasos sanguineos e entao
rapidamente reabsorvida, formando assim novo 0sso em bolsas ou em

camaras que continham células proliferativas osteoprogenitoras.

Puranen (1966) estudou os enxertos autdgenos frescos, e alégenos e
autébgenos congelados, usando fémur de coelhos. Concluiu que a
reorganizagdo do osso dos enxertos autégenos frescos foi mais rapida e o
novo osso formado pelo leito receptor ocorreu em maior quantidade. Nao
encontrou qualquer diferengca entre os enxertos autégenos congelados e
alégenos congelados. Acredita que os melhores resultados obtidos com o
enxerto autégeno foram creditados ao fato de que células osteogénicas
viaveis, e até mesmo alguns ostedcitos, sobrevivem ao enxerto fresco apos o
transplante. Portanto, o enxerto autégeno fresco nao serviria apenas como
uma estrutura para guiar a neoformagao 6ssea, mas daria também suporte

para uma formagdo déssea mais intensa que nos enxertos preservados.
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Avaliou inclusive o potencial da cicatrizagdo dos enxertos autégenos frescos
preservados ao ar livre e em solugao salina, concluiu que o enxerto autdégeno
preservado ao ar livre, na temperatura da sala por aproximadamente uma
hora, perde suas propriedades osteogénicas em uma proporgdo semelhante
a dos enxertos congelados. Notou também que o enxerto preservado em
solugao salina evitou essa ocorréncia por um periodo de até duas horas e,
apos trés horas, o enxerto perdeu suas propriedades osteogénicas, na
mesma propor¢ao do osso congelado. Concluiu que o enxerto autégeno
fresco corretamente manipulado € mais rapido e completamente incorporado
do que os enxertos autogenos frescos incorretamente manipulados e os

enxertos congelados, sejam eles autégenos ou alégenos.

Burwell (1968) caracterizou o osso liofilizado como sendo um enxerto
seco e congelado. Relatou que a reabsor¢cdo é maior que a de um 0sso
fresco congelado. Citou também que o grupo sanguineo adverso entre

doador e receptor ndo é importante na resposta imune ao enxerto.

Lane, Guggenheim e Egyedi (1972) criaram alguns defeitos
mandibulares em macacos com a finalidade de comparar os enxertos 6sseos
autégenos e aldégenos secos congelados. Durante o periodo entre 16 e 22
semanas, analisaram os resultados utilizando o exame clinico, radiografico e
histoldgico. Apds 10 semanas, constataram diferengas no exame radiografico
onde as bordas do enxerto autégeno estavam menos radiopacas, menos
delimitadas que os enxertos aldégenos. Apos 16 semanas, o estudo
histolégico apresentou nos enxertos autégenos, sinais de reabsorgcao e
remodelacdo com atividade osteoclastica e osteoblastica e centros de

ossificacdo. Nos enxertos alégenos, sinais de reabsorgao em algumas areas.
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Foi observado também, incorporagdo ao sitio residual, formagdo de novo
0ss0, mas com atraso na remodelagao. Os autores sugerem que o enxerto
com osso alégeno € uma alternativa para preenchimento de defeitos ésseos
e sugerem a nao utilizagdo dos dois tipos de enxerto no mesmo paciente,
pois o enxerto alégeno pode gerar reagbes imunogénicas atrasando assim a

incoporagao do enxerto 6sseo autégeno.

Parrish (1973) utilizou de enxertos alégenos congelados para tratar
pacientes com grandes tumores, situados no final de ossos longos. Foram
excisadas as partes 6sseas acometidas pelo tumor, e apos foi realizada a
enxertia com o osso alégeno congelado incluindo uma superficie articular. O
doador cadavérico teve teste sanguineo negativo para sifilis € sem histérico
de ictericia. O enxerto foi limpo sem deixar vestigio de tecido mole. Logo em
seguida, este material foi estocado a —20°C por trés semanas. Vinte e quatro
horas antes do procedimento cirtrgico, o enxerto foi submerso em uma
solucio de 1% de neomicina, & qual foram acrescidas 500.000 unidades de
bacitracina. Em 11 anos, 21 pacientes foram operados. Até a data da
publicacdo do estudo, 16 ainda tinham os seus membros; 3 sofreram
amputacao; um deles por recorréncia do tumor, outro por desintegragéo do
enxerto e um terceiro por infecgao; 1 faleceu de embolismo pulmonar; e 1
nao retornou para acompanhamento. O autor considerou os resultados
satisfatérios, e preconizou a continuidade da técnica, principalmente em

situagdes que a amputagao era necessaria.

Urist (1976), estudando os enxertos autdégenos e albégenos, relatou o
que usamos como base para as pesquisas com aloenxertos. O autor

descreveu as importantes propriedades biolégicas do tecido dsseo
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especificas como osso medular e osso cortical. Dividiu os processos em
fases sendo a primeira fase a osteogénese: sintese de novo osso formado
pelas celulas do leito receptor e do enxerto. O inicio do processo de
incorporagdo se da durante a primeira semana apo6s a cirurgia. O 0sso
medular se apresenta coberto por células com bom potencial para produzir
Novo 0sso supeior ao osso cortical. O autor cita a existéncia de proteinas
morfogenéticas (BMPs) como fator preponderante para esse recrutamento,
por estarem presentes tanto nos enxertos alégenos como também nos
autoégenos frescos. O autor explica que a incorporagao do enxerto se da em
cinco estagios: inicia com um processo inflamatério, apdés ocorre a
revascularizagao, osteoindugdo, osteocondugdo e finalmente a remodelgéo
que conclui uma estrutura mecanicamente eficiente. O autor também define a
osteocondugao como a invasao de células osteorogenitoras do leito para
dentro do enxerto. O enxerto funciona como uma estrutura ou matriz para o

crescimento até que o futuro osso possa suportar carga.

Segundo Burchardt e Eneking (1978), a osteogénese ocorre mais
precocemente nos enxertos autdégenos quando comparados com os enxertos
alégenos. ApOs uma semana, nos enxertos autdgenos, pode-se perceber
indicios de formagao Ossea na periferia. Ja nos enxertos alégenos, a
osteogénese pode-se iniciar somente apds a quarta semana pelo leito
receptor. Isso ocorre por que ha uma deficiéncia vascular inicial, embora a
revascularizagao total possa ser alcangada em até oito meses. Os autores
relatam que o osso alégeno fresco sem congelamento, pode ser rejeitado
como resposta do sistema imunolégico do  hospedeiro. A

histobiocompatibilidade antigénica da cartlagem e do osso alégeno sao
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presumivelmente a proteina ou a glicoproteina da superficie celular, enquanto
os componentes citoplasmaticos e nucleares, além da matriz, podem nao ser

reconhecidos para iniciar a rejei¢ao do transplante.

Ao tentarem reparar defeitos 6sseos na calota craniana de cobaias,
Marques et al. (1980) estudaram ossos conservados em glicerina em
temperatura ambiente por periodos que variaram entre 25 e 600 dias. Os
enxertos foram de osso autégeno, aldégeno fresco e alégeno conservado em
glicerina. Todos os 3 grupos apresentaram reparagéao apos 360 dias. Apesar
da gliceria ter sido utilizada para diminuir a antigenicidade, isto nao foi
confirmado neste estudo, pois 0 enxerto alégeno apresentou reparagao no

periodo tardio.

Tomford et al. (1983), discutiram os aspectos legais envolvidos na
autorizacao para doacdo, aspectos logisticos para procura de doadores,
localizagdo e remogédo de ossos como sendo procedimentos necessarios
para o estabelecimento de um banco de ossos. A melhor forma é trabahar
com banco de ossos ja estabelecidos e concluiram que a esterelizagao
secundaria nao se faz necessaria e que a melhor forma de captagédo do

tecido dsseo é de doadores sadios, com remogao sob condi¢des estereis

Segundo Pelker et al. (1984), os fatores determinantes para as
propriedades fisicas iniciais dos enxertos alégenos s&o: area doadora eleita,
a idade, o género e as caracteristicas fisicas do doador. Também um fator
importante, € o método de escolha para se preservar e armazenar o enxerto
para o futuro uso. O congelamento a —20° C produz poucas mudangas nas
propriedades fisicas do enxerto dsseo, mas néo evita a autélise enzimatica

em estocagens por periodos longos. Portanto, para se armazenar o

22



biomaterial por periodos maiores, é preferivel optar pelo congelamento a
temperaturas mais baixas, ou congelamento seguido por desidratagéo,
processo esse conhecido por liofilizagdo. Os autores lembram que o osso
congelado apresenta uma maior tolerancia a cargas torcionais que o 0sso

liofilizado.

Wilson, Rhinelander e Stewart (1985), concluiram em seu estudo, que
nao existem mudangas no padréo da remodelagdo mesmo o enxerto alégeno
congelado apresentando uma vascularizagdo mais lenta e uma remodelagao
atrasada em comparacdo ao enxerto autdégeno. Os autores estudaram o
padrao de remodelagédo dssea em defeitos dsseos criados na tibia e ulna de
cachorros, e afirmaram ainda que enxertos 0sseos xenodgenos Ssao
pobremente incorporados, com uma vascularizagdo lenta e incompleta,
diferente dos alégenos congelados, com reagbes de corpo estranho

evidenciadas histologicamente.

Segundo Goldberg et al. (1985), os enxertos 6sseos alégenos frescos
congelados, quando s&o aplicados em um individuo criteriosamente
compativel com o doador do tecido, apresentam uma incorporagao
significantemente melhor que em individuos de outra origem genetica.
Verificaram que enxertos alégenos de doadores distintos, utilizados em
receptores imunossuprimidos, nao se distinguiram, ap6s seis meses, do
grupo em que os individuos eram compativeis (ndo-suprimidos) e do grupo-

controle autégeno.

Goldberg e Stevenson (1987) relataram que o processo de
congelamento e de liofilizagdo melhora a aceitagdo do material alégeno. Em

modelos animais, o enxerto alégeno cortical fresco funciona pobremente e
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invoca extensa resposta imune, que aumenta a reabsorcdo e atrasa a
revascularizagao. Os vasos que migram do leito receptor s&o circundados por
células inflamatdrias que os bloqueiam causando degeneracdo. A medular é
invadida inicialmente por granulagao fibrosa, e a transformagédo em medular
normal so é vista apds vinte e quatro meses. Uma ampla necrose osteocitica
esta presente por duas semanas, novo 0sso aposicional ocorre
esporadicamente e, sempre apds dois anos do transplante, permanecem
grandes areas de osso necrotico. A reorganizagdo do osso cortical atrasa e

ocorre somente durante o segundo ano apés transplantagao.

Segundo Friedlaender (1987), o osso fresco congelado é seguro e
eficaz, se submetido a critérios de selegdo dos doadores e técnicas de
armazenamento adequadas. Os bancos de ossos fornecem tecidos
adquiridos de doadores vivos e cadavéricos. Segundo o autor, o material
proveniente de tais bancos pode ter aplicabilidade em numerosos

procedimentos reconstrutivos.

Segundo Buck; Malinin; Brown (1988), quando sao observadas as
devidas preocupagées e testes adequados realizados em laboratérios, o risco
de utilizar ou receber um aloenxerto de um doador recém-infectado por HIV

nao-reconhecido é de aproximadamente 1:1.600.000.

Czitrom et al. (1988), comentaram a importancia do desenvolvimento e
utilizacédo de bancos de tecidos dsseos. Relataram a importancia do uso de
enxertos alégenos para preenchimento de cavidades e areas atréficas
também combinados com o o0sso autdégeno para se obter uma maior

quantidade de osso disponivel.
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Itoman e Nakamura (1991) investigaram os efeitos de varias técnicas
de processamento dos enxertos com relacéao as propriedades biomecanicas
e a incorporagdo histolégica em ratos. Os ossos descalcificados
demonstraram ser muito moles, diferentemente dos ossos congelados e
secos congelados, os quais demonstraram rigidez. A propor¢do de
incorporagao dssea, proposta como um indicador histolégico de propriedades
osseoindutivas, foi melhor nos enxertos autégenos frescos, seguidos pelos
enxertos processados (congelado, seco congelado e desmineralizados) e,

por ultimo, pelos enxertos alégenos frescos.

Perrot, Smith e Kabam (1992) citaram que a maior vantagem do osso
fresco congelado sobre o osso liofilizado &€ que as proteinas osseoindutoras
nao sio destruidas durante o processamento, o que pode resultar em uma
melhor formacgéo 6ssea e na diminuigao da reabsorgao em longo prazo. Uma
outra vantagem refere-se a possibilidade do uso de blocos cortico-
esponjosos, 0 que nao €& possivel apds processamentos tais como a
desmineralizacdo, a qual diminui a resisténcia do material. Os autores
avaliaram os resultados do uso de osso fresco congelado, utilizado
isoladamente ou em combinagdo com o osso autégeno para a reconstrugao
dos maxilares, com a finalidade de instalagao de implantes. Relataram que,
no momento da instalacdo dos implantes, o enxerto estava bem incorporado
e vascularizado em todos os 10 pacientes. O sucesso dos implantes foi de
96,5%, percentual proximo da média de sucesso dos implantes instalados

sobre regides previamente enxertadas com tecido autégeno, conforme relato

na literatura.
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Hardin (1994) afirmou que os bancos de ossos representam uma fonte
quase ilimitada de material para reconstrugdo, e que muitas formas de
enxertos provenientes de bancos de ossos aldégenos estao disponiveis para o
cirurgido. Dentre os enxertos disponiveis estdo os frescos, os frescos
congelados, os secos congelados e os ossos desmineralizados. A utilizagao
do osso alégeno congelado entre temperaturas de —20°C a —17°C tem a
vantagem da técnica simples de preparo e estocagem, mas tem como
desvantagem a necessidade de manter o osso sob um congelamento
continuo e monitorado para evitar degelo acidental, e a de nao destruir virus
e esporos. Segundo o autor, 0 0sso, uma vez descongelado, apresenta as

mesmas caracteristicas fisicas do 0sso autégeno fresco.

Em 1995, Théren, Aspenberg e Thorngren realizaram um estudo em
34 coelhos. Com o intuito de remover gordura do interior dos tecidos para
diminuicao da reagao imunoldgica, utilizaram metanol e cloroférmio. Atraves
de analise histomorfométrica e testes biomecanicos, mostraram a invaséao de
vasos e células no interior dos enxertos facilitando o processo de formagao e
reabsorgao dos tecidos. Apesar dos testes biomecénicos nao demonstrarem
diferencas entre os enxertos com ou sem remogéo do tecido gorduroso, os
autores concluiram que os enxertos alégenos foram melhores e rapidamente

incorporados com a remogao do tecido gosduroso.

Tomford (1995), preocupado com possiveis doengas transmitidas
pelos materiais alégenos, publicou uma revisdo apresentando as possiveis
infecgdes atribuidas aos materiais alégenos, o potencial de risco e como
minimizar os eventuais riscos. Relata que para seguranga deve-se seguir o

protocolo de seguranga elaborado pela American Association of Tissue Bank
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(AATB) dos Estados Unidos. Esta associagao detemina normas para selegéo
dos doadores, captagao, processamento e utilizagdo dos transplantes. O
autor relata que somente dois casos de transmissado do virus HIV foram
encontrados nos Estados Unidos em 1988. Os pacientes doadores nao
passaram pelo teste do HIV e um paciente era usuario de drogas, e esta
informagao nao foi relatada. Portanto, Tomford relata que os riscos de
contamigao podem existir desde que o banco de tecidos ndo siga as normas
da AATB. Relata ainda que os pacientes receptores dos materiais alégenos

devem ser alertados da possibilidade de risco de transmissao de doencgas.

Em julho de 1997, a agéncia americana Food and Drug Administration
(FDA) publicou as exigéncias industriais que estabelecem regras para a
triagem do doador. Essas regulamentagbes ajudaram a assegurar que 0s
tecidos dos doadores fossem apropriadamente triados. Além da triagem do
doador, a AATB também apresenta requisitos para processamento,
classificagio e procedimentos de distribuicdo. Os bancos e processadores de
tecidos que atendem a esses critérios merecem credibilidade (KAGAN, 1998

apud BOYCE; EDWARDS; SCARBOROUGH, 1999).

Virolainen, Vuorio e Aro (1997), afirmaram que a expressdo do codigo
genético da matriz 6ssea extracelular pode ser afetada entre receptor e
doador gerando uma grande incompatibilidade. Isso poderia afetar o
processo atrasando a nova formagao 6ssea na interface entre enxerto 6sseo

cortical alégeno congelado e o leito receptor.

De acordo com Tomford e Mankin (1999), a fonte mais comum para
obtengéo do enxerto alégeno é o doador cadavérico. Os autores relataram

que a preocupagdo com doengas transmissiveis (AIDS, hepatite B e C) pelo
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uso de ossos alégenos parece estar diminuindo, resultado do uso de testes
de sangue altamente sensiveis, como por exemplo o PCR (polymerase chain
reaction), capaz de detectar o virus no doador, inclusive no inicio da
inoculagéo, algo em torno de sete dias. Outro teste disponivel é o genome
amplification test, que detecta a preseng¢a do virus HIV e da hepatite C no
sangue do doador pela detecgdo do RNA (ribonucleic acid) do virus. Outro
método considerado imprescindivel para prevengdo da transmissao de
doengas € a triagem do doador com base no historico médico, o que elimina
cerca de 90% dos doadores inapropriados. A AATB desenvolveu um modelo
padronizado de histérico médico, utilizado em todos os bancos que seguem
suas diretrizes. Os pesquisadores afirmaram que, até a data da publicagao
do artigo, o Ultimo caso reportado de AIDS transmitida através de enxerto

alégeno foi em 1992, como resultado de um enxerto feito em 1985.

Hamer, Stockley e Elson (1999) estudaram formas de irradiagéo de
enxertos em diferentes temperaturas. Prepararam 30 anéis de fémur,
provenietes de trés pacientes e dividiram em dois grupos. Um grupo foi
mantido a temperatura ambiente e o outro grupo a -78°C. Os dois grupos
foram submetidos a doses de 30,2 KGy de irradiagdo gama. Posteriormente
foram submetidos a testes biomecanicos. Os autores observaram que a
irradiacéo do osso congelado a -78°C produziu menor alteragdo biomecanica.
Relatam que o processo de irradiagdo deve ser realizado nos tecidos, a uma

temperatura de -70°C para que a transmissao do virus HIV nao ocorra.

Campbell e Li (1999) realizaram um estudo para esterelizagao de

ossos alégenos por um método de irradiagdo gama. Observaram como
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resultado que a dose de inativagdo do HIV nos ossos foi 35KGy e este

método pode ser complementar para evitar a contaminagdo dos enxertos.

Tomford (2000), reapresentou um estudo retrospectivo de 120 anos
ressaltando que no inicio da utilizagdo dos enxertos alégenos, nao havia
legislagao que desse suporte. Somente entre os anos de 1980 e 2000, com a
maior procura dos tecidos, houve uma preocupagao maior dos Bancos de
Tecidos em realizar testes para evitar a transmissao de doengas. Mesmo
com a seguranga dos enxertos aldgenos que os banco de tecidos ofertam, o
autor cita a importancia de se acompanhar no futuro os resultados da

incorporagao e remodelagao € como o enxerto reagira.

Accetturi et al. (2000), descreveram reconstru¢des de defeitos 6sseos
em mandibula e maxila, utilizando osso humano cogelado proveniente da
cabega de fémur. Utilizaram 26 pacientes no estudo. Nao observaram
contragédo da cicatrizagdo nos defeitos circunscritos, mas observaram que
nos defeitos de uma e duas paredes, a contragdo da cicatrizagdo ocorrida
nos seis primeiros meses foi de 10 a 15% chegando a 20% no primeiro ano.
O novo osso formado suportou torques de 45 Newtons mostrando ser ideal
para colocagao de implantes. Os autores concluiram que o osso congelado €
um bom material para reconstrugbes Osseas em defeitos maxilares e
mandibulares e que permite a formagéo de um osso organizado num periodo

de 4 a 6 meses tendo boa resisténcia e baixa contragao de cicatrizagao.

Segundo Malloy e Hilibrand (2002), a técnica preconizada pela AATB
para se processar o 0sso alégeno congelado, preserva as proteinas ésseas
morfogenéticas (BMPs) mas néo erradica completamente os virus, inclusive o

HIV. Em contrapartida ao osso alégeno fresco congelado, o processo para
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obtenc¢ao do osso seco congelado (liofilizado) destréi todo material de DNA

dos virus, mas também desnatura as BMPs.

Segundo Delloye et al. (2002), tentando acelerar o processo de
incorporagdo de enxertos alégenos em tibias de ovelhas, as perfuragoes
realizadas nos enxertos corticais favoreceram maior revascularizagao,
penetragdo de ceélulas e aumento da remodelagdo dos enxertos e sua
incorporacgao aos tecidos vizinhos. Utilizando dois grupos sendo o primeiro
sem pefuragdes e no segundo realizaram perfuragdes corticais de 1mm de
didametro e distantes entre elas 5mm. Apoés seis meses, avaliaram os
resultados e somente 25% nao houve unido com o osso residual e nao
ocorreram diferengas estatisticas significantes entre as densidades o6sseas
nos dois grupos. Histomorfometricamente, mostrou existir trés vezes mais

formagao de novo 0sso no grupo teste.

Shand et al. (2002) desenvolveram um estudo em defeitos criticos na
calvaria de coelhos onde foram aplicados enxertos autégenos e enxertos
alégenos frescos congelados, esterilizados por irradiagao gama. O osso
alégeno foi coletado de coelhos provenientes de outro local e processados de
acordo com o protocolo do banco de ossos de Victoria (Australia). Apos um
periodo de nove e doze meses, os coelhos foram sacrificados e os
espécimes examinados radiograficamente, histopatologicamente e com
microscopia de fluorescéncia. Em ambos os grupos, o exame radiografico
mostrou unido o6ssea. A andlise histolégica revelou que tanto o grupo
autégeno como o grupo alégeno fresco congelado demonstraram disposigao
com 0sso vital, mas a revitalizagdo de todo o enxerto ndo estava completa

apos doze meses. Em todos os enxertos, foi observada neovascularizagao
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nos espécimes. Foi verificada uma neoformagao 6ssea ativa com a presenca
de osteoblastos e encontradas evidéncias de uma continua reabsorgdo dos
enxertos, com a presenca de osteoclastos multinucleados. Multiplas linhas
reversas estavam evidentes, indicando remodelagdo do osso enxertado.
Segundo os autores, este estudo mostrou que enxertos alégenos congelados
irradiados foram incorporados pelos processos de osteocondugdo e
osteoindugdo. Foi demonstrada, tanto histologicamente como pela
microscopia de fluorescéncia, formagao de multiplas areas de novo 0sso,
inclusive centralmente, estando o enxerto distante das superficies endosteais
e periosteais. Os pesquisadores especularam que o0 processo de
incorporacgao do osso congelado irradiado € mais lento, apesar de contar com
mecanismos osteocondutores e osteoindutores. Isso poderia ser o resultado
de um potencial mais baixo para osteoindugdo desse material, quando

comparado ao enxerto autébgeno.

Vaccaro e Cirello (2002), mostraram as vantagens do uso de 0sso
alégeno fresco congelado em reconstrugdes de defeitos em coluna vertebral
cervical relatando que este é o material de escolha por apresentar a mesma
resisténcia do osso autégeno e por ndo perderem as proteinas
morfogenéticas (BMPs) durante o processamento, tornando-se
osteocondutores e osteoindutores. Os autores concluiram que a combinagao
de osso cortical alégeno com osso medular autégeno compensou 0s

problemas e foi utilizado com frequéncia em fraturas de coluna vertebral.

Leonetti e Koup (2003) publicaram relatos de casos com a utilizagao
de ossos alégeno na forma de blocos para aumento de rebordo previamente

a instalacdo de implantes. Segundo os autores, os casos apresentados
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demonstraram clinicamente a eficacia de utilizar um bloco de enxerto alégeno

com o intuito de gerar um preenchimento dsseo efetivo para instalagao de

implantes.

Torrezan et al. (2003), demonstraram a utilizagdo de osso alégeno
congelado para reconstrucdo de areas atréficas impossibilitadas para a
colocagdo de implantes. Utilizaram duas formas de enxertia: em bloco para
aumentar a espessura 0ssea, e particulado para levantamento de seio
maxilar. Algumas vantagem foram relacionadas com esses tipos de enxertos.
A auséncia de um segundo leito cirurgico, diminuigdo do tempo de cirurgia,
menos perda sanguinea, redug¢ao do potencial de infecgao e de deformidades
cosméticas no leito doador. Observaram que os pés-operatorios foram menos
traumaticos e que nao houveram diferengas clinicas e radiograficas em
relagdo aos enxertos autdégenos. Relataram também que os riscos de
transmissao de doengas sao praticamente inexistentes, devido ao controle e

testes realizados nos tecidos 6sseos.

Petrungaro e Amar (2005) relataram trés casos clinicos nos quais
foram utilizados enxertos em bloco de osso alégeno, com a finalidade de uma
futura reabilitagdo implanto-suportada. Em todos os casos, realizou-se uma
analise histolégica do osso e foi observada um nova formagdo Ossea
agregada ao osso original. Em um dos casos, foram feitas proteses unitarias
sobre implantes na regido enxertada e, apés um periodo de um ano € meio

em fungéo, a crista 6ssea reconstruida foi mantida ao longo do tempo.

Mankin et al. (2005), no periodo entre 1971 e 2001, em 945 pacientes,
relataram os riscos de complicagdes com os enxertos alégenos. O risco

médio de infeccao foi de 12,8%. Isto deve-se ao fato de varios procedimentos
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terem sido realizados antes da criagdo das normas e protocolo da AATB.
Relatam a importancia de se ter acesso a um bom banco de tecidos, que

assegurem ao cirurgiao o baixo risco de infecgao.

Apos quatro e seis meses da realizagdo de 82 procedimentos de
reconstrucao o6ssea em 73 pacientes, Keith et al. (2006) realizaram a
colocagao dos implantes e acompanharam estes pacientes por até 36 meses.
Obtiveram um sucesso de 99% e observaram que 69% n&o apresentaram
mais sinais de reabsor¢ao. Os 31% restantes tiveram reabsorgédo de até
2mm. Histologicamente observaram sinais avangados de remodelagao e
incorporacgdo apo6s seis meses. Concluiram que o material aldgeno possui

resultados satisfatorios.

Jacotti (2006) apresentou uma técnica cirdrgica com enxerto de 0sso
alégeno, utlizando a prototipagem para tornar o processo mais rapido e
menos agressivo ao paciente, pois reduz o tempo de preparo e melhora a

adaptacao do bloco no leito receptor.

Laitinen, Kivikari e Hirn (2006) relataram que os tecidos 6sseos
possuem células gordurosas no seu interior, lipidios, que sofrem oxidagao
com o tempo aumentando assim a toxixidade do material. As temperaturas
em torno de -40°C promovem rapida oxidagdo dos lipidios e que
temperaturas a -70°C em criopreservagdo, ndo se encontra oxidagdo dos
lipidios em periodos de até 3 anos. Com isto a qualidade dos enxertos estao

garantidos.

Macedo (2006) utilizou blocos cortico-medulares para ganho em altura

de rebordo alveolar. Realizou 16 procedimentos sendo 10 blocos para maxila
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e 6 blocos para reconstrugées mandibulares. Sete meses apos, avaliou,
através de tomografias computadorizadas antes e apdés o procedimento de
enxertia, a formagao 6ssea. Durante o periodo pds-operatério e controle, 3
blocos tiveram exposigdo. O autor observou que o enxerto alégeno teve baixa
taxa de reabsorgado (média de 20%). Concluiu que o enxerto alégeno fresco
congelado €& um possivel substituto ao enxerto 6sseo autéogeno para
reconstrugdes de defeitos 6sseos previamente a instalagdo de implantes,

mas que necessita de novos estudos.

Limberte (2006) avaliou o uso de enxerto autdgeno e osso alégeno
fresco congelado associados ou nao a tetraciclina em calota craniana de
coelhos. O estudo utilizou cilindros parafusados na calvaria de 10 coelhos em
dois periodos de avaliacao (08 e 12 semanas). O autor descreveu em seus
resultados que, nos dois periodos de avaliagado, o grupo AB - osso autdgeno
associado a o0sso aldgeno fresco congelado apresentou aumento significante
de volume em relagao ao grupo A - osso autégeno puro; e que o grupo ABT -
0sso autégeno associado a osso alégeno fresco congelado e & tetraciclina
apresentou um aumento significante de area de densidade déssea quando
comparado com o grupo AB - osso autégeno associado a osso alégeno
fresco congelado.

Rocha, Assis Rocha e Moraes (2006), com a finalidade de demonstrar
a reconstrucdo 6ssea alveolar com finalidade de colocagado de implantes
utilizando enxertos alégenos congelados, realizaram 42 casos clinicos. Apos
6 meses, removeram os parafusos e realizaram a instalagdo dos implantes.
Avaliaram radiograficamente e observaram que os enxertos aldégenos

promoveram aumento 6sseo alveolar em todos os 42 casos. A taxa de
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reabsor¢@o foi semelhante em todos os 42 casos, entretanto, em 4 casos
houve a necessidade de uma nova enxertia antes ou no momento da
instalagado dos implantes. Os autores concluiram que o enxerto de 0sso
alogeno congelado foi uma alternativa viavel.

Rajan et al. (2006), usando dois grupos neste estudo, compararam o
fechamento de fraturas cominutivas na porcao distal do radio em 90
pacientes. Em um grupo utilizou osso autégeno proveniente de crista iliaca e
no outro grupo enxerto aldégeno fresco congelado. A diferenga
estatisticamente insignificante, os grupos tiveram 71% de sucesso para
enxertos alogenos contra 75% dos autdgenos. Concluiram que os enxertos
aldégenos podem ser utilizados no lugar dos enxertos autdogenos, porém as
cirurgias com enxertos alégenos mostraram um tempo cirurgico muito menor

comparando com os enxertos de 0sso autégeno.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Para realizagdo dos enxertos 6sseos foi necessario a utilizagao de:

4.1.1 Material Permanente:

a) 1 kit de parafusos para fixagao de enxerto 6sseo da marca
Conexao®:

b) 1 motor cirirgico Osseocare — Nobel Biocare®;

¢) Broca Maxi-Cut para pecga reta;

d) Broca 700L carbide para peca reta;

e) Pega angulada multiplicadora Kavo®, mod. 3555;

f) Instrumental cirtirgico

4.1.2 Material de consumo:
a) 40 pares de luva estéreis para cirurgido e auxiliar;
b) 60 pacotes de compressas de gaze estereis;
c) 40 Laminas de bisturi n® 23;
d) 20 Kits descartaveis de paramentagao estéril;
e) 15 aspiradores estéreis cirirgicos descartaveis,

f) 15 frascos de Soro Fisiologico 0,9% estéril de 250 ml.;
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g) 15 Agulhas gengivais para seringa carpule curta 30G;

h) 30 Parafusos para osteosintese da marca Conexao® 1.5 de
didametro com 6mm de comprimento;

i) 30 Fios de sutura 4-0 mononylon com agulha de 1,7 cm

Johnson & Johnson®

4.1.3 DROGAS UTILIZADAS

a. Anestésico geral a base de Ketamina — Francotar®'

b. Xilasina?;

c. Dolantina®:

d. Antibio6tico Flotril 2,5%:;

e. Analgésico e Antiinflamatério — Banamine®;

f. Thiopental®;

g. Cloreto de Potassio®;

h. 48 tubetes de anestésico local Cloridrato de lidocaina a 2% com
Epinefrina 1:100.000 (DFL®);

i. Dipirona Sédica’;

! Virbac do Brasil Ind. E Com., Roseira - SP — Brasil
2 Agener Unido — Sadde Animal

3 Cristalia — Brasil

4 Schering-Ploug S/A, Rio de Janeiro - RJ — Brasil

% Cristalia - Brasil

¢ Samtec Biotecnologia

” Fort Dodge, Campinas — Brasil

37



j. Agua purificada para injegao — WPI®

k. Solugao de lodo Povidini 1%*:

4.2 Métodos

4.2.1 Animais

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética da Universidade de Santo
Amaro registrado com o parecer n° 059/2007, registro no CEP UNISA n°® 073/07
no dia 20 de junho de 2007, em acordo com a resolu¢édo196/96 sobre diretrizes
e normas regulamentadoras.

A pesquisa foi realizada de acordo com os principios éticos de
experimentacao animal, elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéao
Animal (COBEA), entidade filiada ao International Council of Laboratory Animal
Science (ICLAS), segundo normas internacionais para a utilizagao de animais

em pesquisas embasadas no triade “sensibilidade, bom senso e boa ciéncia”.

O experimento foi desenvolvido durante o periodo de maio de 2007 a
setembro de 2007. Todos os coelhos foram provenientes do laboratorio de
pesquisa do biotério do Laboratério Universitario de Analises Toxicoldgicas
(UNITOX) da Universidade Santo Amaro (UNISA), assistidos e medicados por

técnicos veterinarios, e as cirurgias realizadas nas dependéncias da Faculdade

de Medicina Veterinaria da UNISA.

8 Lab. Sanobiol Ltda, Pouso Alegre — Brasil
® DGL, S#o Paulo, Brasil
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Foram utilizados 18 (dezoito) coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raga New
Zealand fémeas, pesando entre 3,5 a 4 kg e idade entre 3 e 4 meses. Foram
separados 3 (trés) coelhos para serem os doadores do material alégeno, e para
os procedimentos cirurgicos experimentais, foram utilizados 15 coelhos que

foram separados aleatoreamente em trés grupos.

a) Coelhos doadores

Todo o processo para indugao anestésica preparo dos animais e
procedimento cirurgico, foram realizados da mesma maneira como explicado
mais adiante em “anestesia e preparo dos animais”, “procedimento cirdrgico” e
“‘eutanasia”.

Foi realizada a coleta dos dois fémurs de cada coelho. Foram removidos
qualquer tipo de tecido fibroso que se encontrasse em sua superficie com auxilio
de descoladores 6sseos. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em
pacotes estéreis e colocadas em caixa de isopor com gelo seco, tomando o
cuidado para que se mantivessem em baixa temperatura. Ap6s sua embalagem,
foram enviadas imediatamente para o banco de tecidos Musculoesqueléticos do
Hospital de Marilia, em Sao Paulo - Brasil (UNIOSS). Estes passaram pelo
processo de congelamento do banco de tecidos e entdao remetidos de volta a

Universidade de Santo Amaro na forma de 15 anéis com 10 a 12 mm de

comprimento, compostos apenas pela porgéo cortical do fémur.
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b) Coelhos da pesquisa

Os 15 coelhos restantes foram separados aleatoreamente em 3 grupos
(n=5) sendo:

Grupo I: animais que permaneceram com os enxertos por 4 semanas;

Grupo II: animais que permaneceram com os enxertos por 8 semanas;

Grupo lll: animais que permaneceram com os enxertos por 12 semanas.

Os coelhos foram acondicionados em local apropriado com ventilagido e
temperaturas controladas (22 + 2° C). Os animais passaram por um periodo de
climatizagdo e foram alimentados com ragao Nutriara e agua administrada ad
libtum. A higienizagdo das gaiolas foi realizada de acordo com as normas do

biotério da Unitox sendo realizada a troca da maravalha estéril diariamente.

4.2.2 Anestesia e Preparo dos Animais

Os animais foram pesados para que fosse utilizada a quantidade de
droga anestésica ideal para cada animal. A indugao anestésica foi realizada, por
via intramuscular na parte posterior da coxa. Os animais foram anestesiados
seguindo o protocolo da universidade da disciplina de veterinaria:

- Ketamina - 2,1 ml/ coelho / IM
- Xilozina - 0,9 ml / coelho / IM

- Dolantina - 0,5 ml / coelho / IM
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Para verificagdo do plano anestésico foram avaliados os seguintes

parametros:

a) Relaxamento muscular: analisado pelo relaxamento mandibular;

b) diminuigao da freqiiéncia cardiaca e respiratéria;

c) Reflexos: Podal — auséncia de reflexo de retirada ao estimulo doloroso
realizado pelo pingamento da membrana interdigital; Auricular — auséncia de
resposta motora ao pingamento da base da orelha.

Apos a anestesia e verificagao do plano anestésico, a tricotomia (Fig. 1)
foi realizada nas areas a serem operadas: regido de iliaco e base de mandibula
bilateralmente. Por fim, realizada antissepsia de campo com auxilio de uma
escova embebida em solugao degermante de iodopovidona (DGL, Sao Paulo,
Brasil) nas areas a serem operadas. Para a manutencao da assepsia durante a
cirurgia, foram colocados campos estéreis sobre o coelho, expondo apenas as
areas de interesse. A oxigenagao dos coelhos durante todo o procedimento foi
realizada através de uma mascara inalatéria disposta na cabega do animal.
Durante todo o periodo do procedimento, a freqiiéncia respiratéria e cardiaca

foram monitoradas por um veterinario responsavel.
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Fig. 1: Imagem da tricotomia da regiao do iliaco

4.2.3 Procedimento Cirargico

O local da incisao foi padronizado na por¢ao mais superior da crista iliaca a
fim de nao ter a interferéncia da musculatura da regiao tanto na incisdo quanto
no descolamento. Para exposicdo do tecido ¢sseo do iliaco (Fig. 2) do animal,
uma incisdo retilinea com um retalho de espessura total de aproximadamente
3cm foi realizada utilizando uma lamina de bisturi n"23. Com auxilio de
descoladores de peridsteo a area doadora foi exposta. Afastadores de tecido
mantiveram a drea cirargica exposta auxiliando no procedimento.
Posteriormente, para a obtengdo do bloco de osso autégeno, contamos com o

auxilio de brocas carbide 700L em instrumentos rotatérios em alta rotagao.

42



Somente a por¢dao mais central do iliaco foi retirada. Mantivemos todo o
contorno, para nao fragilizar ainda mais a regiao doadora. Com auxilio de fio

mononylon 4-0 (Ethicon®), suturas simples interna e externa foram realizadas.

Fig. 2: Imagem do iliaco e o bloco osteotomizado.

O bloco 6sseo removido do iliaco, foi entao mantido em um recipiente de
vidro com tampa e coberto com solugao salina esteril 0 menor tempo possivel
para logo ser transplantado na regido receptora (mandibula lado esquerdo).

A incisdo na regido receptora foi realizada na borda inferior da mandibula
(Fig. 3) proxima ao ramo ascendente. Com auxilio de descoladores,
promovemos o afastamento de todo periosteo deixando o osso na area
receptora desnudo. Iniciamos primeiramente pelo lado esquerdo onde
colocamos o enxerto autégeno para que o mesmo ficasse o menor tempo

possivel fora do organismo do animal. Foram realizadas pequenas perfuragoes
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na cortical da mandibula para aumentar a nutricdo sangiiinea para o enxerto,
sendo a area refrigerada com o uso abundante de irrigagdo com solugéo salina
esteril. Todos os blocos, tanto autdgenos quanto alégenos, foram previamente
medidos (comprimento e largura) com auxilio de uma sonda periodontal
milimetrada, para posterior verificagao clinica da remodelagao éssea. Para esta

medicao utilizamos a area mais central do bloco 6sseo.

Fig. 3: Area receptora do corpo mandibula direita pronta para receber o enxerto

alégeno

Toda a seqiiéncia de incisdo, descolamento e cuidados realizados na
mandibula esquerda, foi repetida na mandibula no lado direito.
O osso de coelho fresco congelado que se encontrava estocado em um

freezer a uma temperatura de -80°C foi retirado deste e armazenado em soro
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fisiologico por um periodo de 15 minutos para que ocorresse o descongelamento
antes da colocagao do leito receptor (mandibula direita). Este bloco ésseo foi
regularizado com o uso de brocas irrigadas com soro fisioldgico até se conseguir
a adaptacao desejada, antes de sua fixacao.

Apos estes cuidados, os blocos dsseos foram estabilizados com parafuso

de fixacao da marca Conexao® medindo 1,5 x 6 (Fig. 4).

Fig. 4: Imagem do bloco de osso alégeno sendo enxertado na base da mandibula

direita

Antes da sutura, foi verificada a passividade do fechamento do retalho e,
caso houvesse tensdao do retalho seria realizada uma incisdo de alivio no
periésteo na base do retalho. Em nenhum dos casos ouve tal necessidade. A

sintese das feridas cirtrgicas foram realizadas com fios de sutura Mononylon 4-0

com pontos simples internos e externos.
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4.2.4 Controle Pés-operatério

Apos a cirurgia os coelhos foram medicados com analgésicos, antibioticos
e antiinflamatoérios, e acompanhados até a sua total recuperagao.

Pos-Operatorio:

- antibidtico: Flotril 2,5% - 2 ml / coelho / SID / 7 dias / SC
- antiinflamatério: Bamamine — 0,3ml / coelho / SID / 3 dias / SC

- analgésico: Dipirona Sédica 0,25 mg/Kg / SC

4.2.5 Eutanasia

Respeitando o periodo de cada grupo, os coelhos foram sacrificados em
4, 8 e 12 semanas, formando os grupos I, |l e lll respectivamente. Cinco coelhos
em cada grupo.

Os coelhos foram eutanasiados por overdose de farmacos (Fig. 5) da
seguinte forma:
1. Anestesia:
- Ketamina — 4,0 ml / coelho (ml)/ IM
- Xilozina — 2,0 ml / coelho / IM

- Dolantina 1,0 mi / coelho / IM
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2. Eutanasia:
- Thiopental — 10ml / coelho / IC

- Cloreto de Potassio — 10 ml / coelho / IC

Fig. 5: Ap6s sedacgao, injegao de farmacos no coragao do coelho: Eutanasia

4.2.6 Remogao das amostras

Decorrido o tempo de cirurgia para cada grupo e os animais terem sido

sacrificados utilizando-se a técnica preconizada pelo COBEA, realizamos a

coleta das amostras. Com auxilio de uma broca Carbide 700L, a osteotomia foi

realizada envolvendo no bloco removido o osso neoformado/enxertado e o osso
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pré-existente com uma margem de seguranca (Fig. 6 e 7). Todos os blocos
osseos foram novamente mensurados. Com auxilio de uma sonda milimetrada,
usando-se a por¢ao mais central do bloco enxertado (autégeno e alégeno),
obtivemos as medidas finais para andlise macroscdpica da quantidade da
reabsorcao dssea durante o periodo de reparagao.

Em seguida, as amostras foram imersas em solugao de formol a 10% e
encaminhadas para o laboratério de matriz extracelular da disciplina de
Histologia e Biologia estrutural do Departamento de Morfologia da UNIFESP
para descalcificacdo, preparo das laminas e coleta dos dados histolégicos

através da microscopia de luz.

Fig. 6: Imagem da mandibula com o enxerto autégeno incorporade no momento

de sua remogéao
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Fig. 7: Imagem em detalhe da osteotomia contendo parte da mandibula e o

enxerto (autégeno) incorporado

4.2.7 Processamento do Material para Analise Histolégica

No bloco removido com o enxerto e parte da mandibula (margem de

seguranga), os excessos de osso mandibular e o parafuso foram removidos, e

todo o conjunto incluido em parafina.

Fixagéo e Descalcificagao:

Cada pega (enxerto e mandibula subjacente) foi colocada em frasco de

vidro contendo o fixador: solugdo de paraformaldeido 4%, dissolvido em tampao
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LINISA - Universidade Santo Amaro
Biblioteca Campus |

fosfato de sodio (PBS) 0,1M, pH 7,4 por 12 horas & temperatura ambiente. Em
seguida, a solugao do fixador foi descartada e a pega lavada em agua destilada,
por 24horas, a temperatura ambiente. Apés a lavagem, a pec¢a foi mergulhada
em solugdo de acido férmico a 90%, durante 48horas, a temperatura ambiente

(Clark, 1954; Kiernan, 2001).

Inclusao e Microtomia:

Apos descalcificagdo, as pegas foram lavadas em agua destilada, por 24
horas, desidratadas em gradiente de etanol (solugbées 70%, 95% e 100%) e
diafanizadas em trés trocas de xilol (cada troca teve a duragao de 30 minutos).
Em seguida, foram embebidas e incluidas em parafina a 65°C. Todos os blocos
foram cortados num micrétomo manual no sentido transversal, ou seja, do
enxerto para a mandibula paralelo ao seu comprimento. Desta maneira
obtivemos as imagens histologicas mostrando na imagem a esquerda a
mandibula e a direita os enxertos alégenos ou autdégenos. Os cortes foram
realizados de 10 em 10um até a profundidade de 800pum que estaria mais
proximo da regido central do enxerto. A partir de 800um de profundidade de
corte, 15 cortes de 5um foram realizados.

Os cortes foram montados em laminas histolégicas, desparafinizados em
xilol, hidratados em gradiente decrescente de etanol e, em seguida corados com

hematoxilina-eosina. Depois de coradas as ldminas foram lavadas em agua
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destilada, desidratadas em gradiente de etanol, montadas com Entellan e

analisados histologicamente.

Os cortes seriados de 5 um foram obtidos em micrétomo manual (LEICA,

RM 2145).

Métodos de Coloragao:

As amostras foram coletadas em laminas histolégicas e coradas através

do seguinte método de coloragao:

Hematoxilina-Eosina (HE)
As laminas foram coradas pela hematoxilina e eosina para estudo

histologico geral por ser esta coloragao um método classico para a identificagao

de células e tecidos em geral (Michalany J, 1980).

4.2.8 Analise de Estatistica

Os dados obtidos tiveram suas médias e erros-padroes calculados. A
analise estatistica foi realizada através do Teste T de Student para o nivel de
significancia estipulado em 5%, sendo que os valores de p<0,05 serao

considerados estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise macroscéopica e histolégica dos enxertos alégenos e

autogenos:

As variaveis macroscoépicas (comprimento e largura) e microscopicas

(atividade celular de formagao e reabsorgéo) foram analisadas.

5.1.1.A. Analise macroscopica dos enxertos ap6s 4 semanas da

cirurgia - Grupo |

Fig. 8: Fotografia dos enxertos: autégenos (AU) e alégeno (AL) de um animal

apos 1 més de cirurgia.

A figura 8 é representativa dos enxertos autégenos (AU) e alégenos
(AL) de animais apds 4 semanas da cirurgia. A média e desvio padrao das

medidas obtidas estao representadas no grafico 1. A area (comp. x larg.) da

reabsorcdo Ossea, foi obtida calculando-se a perda (reabsorgdo) em

porcentagem e esta representada na tabela 1 (pag. 61).
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5.1.1.B. Analise Histologica

Uma extensa atividade osteoclastica e osteoblastica esta presente nos
enxertos autégenos e alégenos apds 4 semanas da cirurgia. A presenca de
grandes osteoclastos, indicativo de atividade de reabsorcdo 6ssea intensa, €
observada ao lado de osteoblastos em intensa atividade de sintese (Figs. 09
e 10) mostrando grande atividade celular de furnover. No entanto, ja no
enxerto alégeno com mesmo tempo de cirurgia, os osteoclastos sao menores
em tamanho indicando menor atividade de reabsorcao 6ssea. Alem disso, a
atividade de sintese intensa é observada na formacdo de centros de

ossificacao bem estruturados (Figs. 11 e 12).

Fig. 9: Fotomicrografia de enxerto autégeno corado pela Hematoxilina-Eosina

de animal do Grupo | mostrando atividade osteoclastica (seta preta) e

atividade osteoblastica (seta azul). Magnificagao original 200X
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Fig. 10: Fotomicrografia do enxerto mostrando os osteoblastos cubdides com
seu volume aumentado (seta) indicando intensa atividade de sintese. Notar
também adjacente a estes osteoblastos, uma regido corada mais fracamente.
Essa regido representa a matriz o6ssea recém-formada, o ostedide.

Magnificagao original 400X

Nas figuras 11 e 12 do enxerto alégeno podemos notar centros de
ossificagdo bem mais estruturados, num processo mais adiantado de sintese

e formacao dssea, do que a encontrada nos enxertos autdégenos.
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Fig. 11: Imagem histolégica em HE de enxerto alégeno de coelho do Grupo .

Magnificagao original 200X

Fig. 12: Imagem histolégica, mostrando centros de ossificagdo em formacgao

(asteriscos). Esses centros representam neoformacao ossea. Magnificagao

original 400X
As figuras 13 e 14 mostram regides de jungao dos respectivos

enxertos (autégenos e alogenos) com a mandibula. Notar no enxerto
alégeno, odsteons recém-formados e em sentido perpendicular as fibras

colagenas do enxerto. No enxerto autégeno, atividade osteoblastica apoiada

nas trabéculas 6sseas remanescentes.
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A figura 13 evidencia a regido da jungéo entre o enxerto autdégeno (a
direita) e a mandibula (& esquerda). Notar a tabua de osso mandibular

compacto. A direita, encontra-se o enxerto, contendo trabéculas dsseas com

intensa atividade osteoblastica.

Fig. 13: Fotomicrografia mostrando a direita o enxerto autégeno e a esquerda,

a mandibula de um coelho do Grupo I. As setas indicam a area de junc¢do do

enxerto com a mandibula. Magnificagdo original 200X
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Fig. 14: Fotomicrografia do enxerto aldgeno (a direita) na area de jungao (setas

vermelhas) com a mandibula (a esquerda) em um coelho do grupo |. Osteons

(setas pretas). Magnificagao original 400X
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5.1.2.A. Analise macroscdpica dos enxertos apés 8 semanas da

cirurgia - Grupo |l

O resultado que podemos observar da média de reabsorgdo dos
enxertos autdégenos e alégenos em 8 semanas da cirurgia, foi na média de:
19,28% em comprimento e 12,50% em largura nos enxertos autogenos; e
4,00% em comprimento e 2,86% em largura nos enxertos alégenos, como

mostrado na tabela 1.
5.1.2.B. Analise Histol6gica

No Grupo Il (8 semanas), ja podemos observar nos enxertos alogenos,
uma estruturacao dos ésteons maior que no osso autégeno (Figs. 15 e 16).
Res el oW
\‘-*J’ 7 "}' o /-'j-'-
*., ; -, 1 g JZ
Ve /. -

s ‘.

.‘ \

sem i At af o MRS

Fig. 15: Fotomicrografia da imagem do enxerto alégeno (a direita) na area de

jungdao com a mandibula (2 esquerda) de um coelho do grupo Il Osteons

(setas). Magnificagao original 400x
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Fig. 16: Fotomicrografia da imagem do enxerto autégeno (a direita), na area de

jungio (setas vermelhas) com a mandibula (a esquerda) de um coelho do

grupo Il. Magnificagdo original 400x

5.1.3.A. Analise macroscopica dos enxertos apos 12 semanas da

cirurgia - Grupo lll

A figura 17 é representativa dos enxertos autégenos (AU) e alégenos
(AL) de animais apés 12 semanas da cirurgia. Medidas de comprimento e
largura foram obtidas usando a porcao mais central de cada um
(comprimento e largura). A media e desvio padrao dessas medidas estao
representadas no grafico 1. A area (comp. x larg.) obtida da reabsorgcao

6ssea, esta representada na tabela 1 em porcentagem.
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AU

Fig. 17: Fotografia dos enxertos: autégenos (AU) e alégeno (AL) de um animal

apos 12 semanas da cirurgia — Grupo lll.

5.1.3.B. Analise Histoldgica

Apos as 12 semanas, podemos notar extensas areas com 0SSO
neoformado tanto nos enxertos alégenos como nos enxertos autégenos.
Varias areas com o0sso “necrotico” ainda estdo presentes nos enxertos
alégenos, enquanto que o enxerto autégeno apresenta-se totalmente
povoado por células 6sseas viaveis. Nas areas de jungao podemos observar
a interacao celular, mostrando a integragao nos dois tipos de enxerto. Ainda

neste periodo, também observamos um tecido em plena atividade dos

osteoclastos e osteoblastos (Figs. 18 e 19).
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Fig. 18: Fotomicrografia do enxerto alogeno (a direita) na area de jungao (setas
vermelhas) com a mandibula (4 esquerda) num animal do Grupo Il

Magnifica¢ao original 400x

Fig. 19: Fotomicrografia do enxerto autégeno (& direita) na area de jungao

(setas vermelhas) com a mandibula (a4 esquerda) num animal do Grupo Il

Magnificagao original 400x
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A porcentagem de reabsorgéo da area total, nos dois tipos de enxerto ,
durante o periodo de reparagdo de cada grupo, esta representada na tabela
1. A area total de cada bloco 6sseo foi obtida multiplicando-se o comprimento
pela largura. Foram somados o total de cada grupo para alégeno e autégeno,

e realizada a regra de trés para obtencgéo do percentual de reabsor¢ao média

para cada grupo.

Alégeno inicial final % reabsorcao
Grupo I 270.50 216.50 19.96%
Grupo II 343.75 320.25 6.83%
Grupo III 274.50  233.25 15.02%
Autogeno inicial final % reabsorcgao
Grupo I 163.00 140.50 13,8%
Grupo II 234.75 163.00 30,56%
Grupo III 207.75 139.50 32,85%

Tabela 1: Esta tabela representa as porcentagens médias de reabsorgao nos

diferentes grupos dos enxertos

O gréfico 1, mostra a drea o desvio padrao de reabsorgao ocorrida
nos enxertos autégenos (AUTO) e aldgenos (ALO) nos trés grupos: | (4

semanas); Il (8 semanas); lll (12 semanas).

0=

Autol Autoll Autolll Alol Aloll Alo I!l
Grafico 1: Diferenca da reabsorgao e desvio padrio dos enxertos autogenos

(AUTO) e alégenos (ALO) nos trés grupos, 4, 8 e 12 semanas
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6. DISCUSSAO

Tornou-se uma busca constante na area médica, a tentativa de se
desenvolver um material para enxertia 6ssea em substituicdo ao enxerto
autégeno. A maior morbidade pds-operatéria verificada nos enxetos
autdégenos, que requerem uma segunda area cirirgica, a limitagado da
quantidade de tecido 6sseo autdgeno disponivel observada em algumas
regides doadoras, tudo isto estimula ainda mais a busca por novos materiais
(BATISTA et al., 1997; MELLONIG, BOWERS, COTTON, 1981).

Dentre os varios tipos de materiais para enxertias 6sseas, os enxertos
albgenos, sejam eles frescos congelados, liofilizados desmineralizados ou
nao, representam uma boa alternativa terapéutica. Porém s&o poucos os
trtabalhos encontrados na literatura que mostram bons resultados destes
enxertos a nivel celular.

Neste estudo experimental, foram avaliados o comportamento
histolégico das areas de fusdo do enxerto com o leito receptor, a
porcentagem de reabsorgao dos blocos autégenos comparando-os com 0s
alogenos e a atividade osteoclastica e osteoblastica em cada grupo de
animais estudados.

Pelos resultados deste estudo, concordamos com Perrot, Smith e
Kaban, 1992 e Torrezan et al., 2003 que as pricipais vantagens da utilizagao
dos enxertos dsseos aldgenos comparando com os enxertos autégenos sao
a eliminagao da area doadora e morbidade associada, diminuigdo do tempo

operatério, tornando o procedimento cirurgico mais frequentemente realizavel

com anestesia local.
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De acordo com Marx e Garg, 1998, 0 osso passa por um processo de
“turnover”, ou seja, esta em constante formacgao e reabsorcéo. Observamos
que nas primeiras 4 semanas (grupo 1), os dois enxertos, alégeno e
autdgeno, estavam em intensa atividade celular. Os osteclastos criando
espagos (Lacunas de Howship), para que novo tecido se formasse dentro do
enxerto alégeno e os 6steons formados nos enxertos autdgenos permitindo
que os osteoblastos formassem novos centros de ossificagao.

Marx e Garg, 1998 afirmam que o processo de remodelagdo ocorre
por inteiro em aproximadamente 142 dias, cerca de 19 semanas em
humanos. De acordo com Roberts et al., 1987, o coelho tem o metabolismo 3
vezes mais rapido que no homem, portanto, este processo aconteceria nos
coelhos num periodo de aproximadamente 6 semanas. Somente no grupo Il

(12 semanas) pudemos observar a total formagédo de tecido ésseo, ainda
imaturo, 0 que nao aconteceu nos grupos | (4 semanas) e Grupo Il
(8 semanas).

Os dois tipos de enxertos utilizados neste estudo, autégeno fresco e
alégeno fresco e congelado, reagiram de maneiras diferentes quanto ao
processo histoldgico de remodelagéo (formagéo e reabsor¢éo). Nos enxertos
autégenos, o processo de reabsorgdo foi mais intenso logo no inicio das
reparagoes. Isso possivelmente pela presencga de células que ja tinham uma
atividade celular da area doadora (estavam submetidas a forgas mecéanicas
diferentes do que as encontradas na area receptora), culminando num
processo de “furn over” diferente. Ja nos enxertos alégenos, principalmente
no grupo | (4 semanas), observa-se maior agao osteoblastica para formagéao

de um tecido désseo imaturo ja de inicio. Com 15 dias, provavelmente,
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teriamos observado a atividade osteoclastica; os osteclastos formando as
lacunas de Howship que observamos nos histolégicos. Depois desse
processo, os osteoclastos agem para que este osso imaturo seja reabsorvido
€ um novo osso seja sintetizado pelos osteoblastos, porém com fibras
colagenas dispostas mais densa e uniformemente gerando o osso maduro.
Nestes enxertos alégenos, podemos perceber no grupo Il (12 semanas), que
ainda encontramos areas de osso acelular, o que pode ser justificada pela
diferenca do padrdao de remodelagdo ossea dos enxertos congelados
(PURANEN, 1966; BURCHARDT e ENEKING, 1978).

Os enxertos autdégenos tiveram uma reorganizagdo mais rapida e o
novo osso formado no leito receptor ocorreu em maior quantidade, creditando
ao fato que as células osteogénicas e alguns osteécitos sobrevivam ao
enxerto fresco apds o transplante (PURANEN, 1966). Théren, Aspenberg e
Thorngren (1995), demonstraram a invaséo de vasos e células no interior dos
enxertos facilitando o processo de formagéao e reabsor¢do dos tecidos. Os
grupos | e Il dos enxertos alégenos, apresentaram vasos e celulas no seu
interior como mostram as figuras 15 e 18.

Segundo Burchardt e Eneking, 1978, a osteogénese ocorre mais
precocemente nos enxertos autégenos quando comparados com 0s enxertos
alégenos. Isto foi confirmado neste estudo quando observamos o histolégico
dos coelhos do grupo | (4 semanas). Por conta da deficiéncia vascular nos
alégenos, a osteogénese inicia-se apos a quarta semana pelo leito receptor,

ja nos enxertos autogenos este processo ocorre apés uma semana. Urist,

1976, relata que o processo de incorporagao tem inicio durante a primeira

semana apos a cirugia.
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Novos estudos sao necesséarios para se avaliar histologicamente o
Comportamento dos enxerto alégenos a longo prazo.

Os enxertos autdgenos representam o “padrdo ouro” para
reconstrugdes de areas atréficas e podem ser obtidos de varias regides
anatbmicas distintas, tanto intra-orais como extra-orais (KHOURY, 1999;
SENDYK et al., 2004; COLLINS et al. 1995; BRANEMARK et al. 1975;
BUSER et al., 1996; BLOCK et al., 1996; JENSEN e SHULMAN, 1998;
QUERIDO e LI, 2004). Acreditamos que os enxertos autdbgenos representam
0 “padrao ouro” do ponto de vista histoldgico. Do ponto de vista clinico, o
enxerto autdogeno teve maior reabsorgao durante o periodo de reparagao nos
trés grupos, comparado com os enxertos alégenos congelados.

Existem evidéncias suportando uma teoria envolvendo duas fases da
osteogénese. De acordo com essa teoria, durante as primeiras semanas
ap6s a implantagdo de um enxerto 6sseo autégeno, a principal contribuigao
para a osteogénese provém das células do proprio enxerto. Apos quatro ou
cinco semanas, células derivadas do proprio osso contribuem
significativamente para a formagdo de osso novo, sendo 60% células
provenientes do endésteo e 30% do periésteo (GRAY e ELVES, 1982).

Nos ossos corticais, ocorre uma reabsorgdo para abertura de
porosidades (lacunas de Howship) que irdo permitir a invaséo de vasos e
células. O processo de formagado 6ssea ocorre de forma mais lenta que nos
enxertos medulares. A resisténcia do enxerto esponjoso e cortical pode ser
correlacionada com seu respectivo processo de regeneragado: enxerto
esponjoso tende a ser primeiramente fortalecido, enquanto que o cortical €

m o tempo os dois tipos de enxerto retornam a resisténcia

enfraquecido. Co
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mecanica normal (CORNELL e LANE, 1998; BURCHARDT e ENNEKING,

1978, GOLDBERG e STEVENSON, 1987).

Os blocos alégenos frescos congelados, apresentaram boa resisténcia
mecanica no momento da instalagao do parafuso de fixagao. Reafirmado por
Acceturi et al., em 2000, que observaram um novo osso formado suportando
torques de 45N (Newtons) mostrando boa resisténcia e permitindo a
formagao de um osso organizado num periodo de 4 a 6 meses sendo ideal
para colocagao de implantes; e Perrot, Smith e Kabam, 1992, que relataram
ser uma vantagem do osso fresco congelado ter a possibilidade do uso de
blocos cortico-esponjosos.

De acordo com Perrot, Smith e Kabam, 1992 e Malloy e Hillibrand,
2002, nos enxertos congelados, as proteinas osseoindutoras néo sao
destruidas, o que pode resultar numa melhor formagao 6ssea e na diminuigao
da reabsorgao em longo prazo.

Concordamos com Acceturi et al., 2000, que relatam ser o 0sso
alogeno congelado um bom material para reconstrugdes dsseas que permite
a formagao de um novo osso organizado num periodo de 4 e 6 meses tendo
boa resisténcia e baixa contragao.

Todos os enxertos foram instalados sobre um leito &sseo
previamente perfurado para permitir a nutricdo por vasos sanguineos. De
acordo com o trabalho de Delloye et al., 2002, existem trés vezes mais
formagdo de novo osso quando se antecede a fixagao do enxerto com
perfuragbes no leito receptor.

Smolka et al, 2006, observaram através de tomografias

computadorizadas que ocorreu uma redugdo no volume, de enxertos
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autdgenos corticais obtidos da calota craniana, na ordem de 16,2% apds
seis meses e de 19,2% apds um ano. Morfometricamente, tivemos nos
enxertos autdégenos apos 12 semanas, reabsorgdo 6ssea de 32,85% de
sua area total, enquanto nos enxertos alégenos, apés o mesmo pariodo,

reabsorgao 6ssea de 15,02% como mostra a tabela 1.
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7.

CONCLUSOES

Os enxertos alégenos clinicamente apresentaram menor reabsorgéo
6ssea durante o periodo de reparagao comparando com o autégeno.
Somente os enxertos autégenos foram povoados completamente por
celulas ésseas viaveis no terceiro més.

A atividade celular nos enxertos autéogenos € mais intensa desde o

inicio, o que permitiu que novo osso se formasse mais precocemente.
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